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Motnje avtističnega spektra, MAS (angl. autism spectrum disorders, ASD) predstavljajo 
kompleksno razvojno stanje s heterogenim naborom vedenjskih motenj. Bolezen označuje atipičen 
razvoj socialne interakcije in komunikacije, v kombinaciji z omejenimi in ponavljajočimi se 
dejavnostmi (Scherer in Dawson, 2011). V zadnjem času se je prevalenca MAS približala 1 % 
populacije v Združenih državah Amerike in drugih razvitih državah, s približno enako oceno pri 
otrocih in pri odraslih (Diagnostic …, 2013). V peti izdaji Diagnostičnega in statističnega 
priročnika za duševne motnje (angl. The Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 
DSM-5), (Diagnostic …, 2013) so navedli, da še ni jasno, ali višji deleži v primerjavi z leti pred 
2000, odraža spremembe v diagnostičnih napotkih priročnika, ki priporoča tudi vključevanje 
pacientov na spodnjem pragu, zaradi sprememb v uporabi študijskih metod, večje osveščenosti ali 
zaradi resničnega porasta pogostosti MAS.  
Diagnostika MAS, ki temelji na opazovanju in oceni vedenja pacienta, je obremenjena z različnimi 
problemi, zato je cilj genetskih študij raziskati genetske dejavnike in identificirati genetske različice 
in kandidatne lokuse, ki so povezani z MAS. Prepoznavanje dejavnikov tveganja, na katerih temelji 
motnja, je oteženo zaradi velike genetske in fenotipske heterogenosti, različnih modelov dedovanja 
ter interakcij med genotipom in okoljem (Diagnostic …, 2013). Posamezne različice v številu kopij 
(angl. copy number variation, CNV) ali z MAS asociirani geni, so povezani z manj kot 1 % 
pacientov z MAS. Le pri manjšem deležu pacientov so vzrok za MAS pogosteje identificirane 
genetske različice (Malhotra in Sebat, 2012; Yuen in sod., 2017), vključno s kompleksnimi 
strukturnimi kromosomskimi spremembami (Brandler in sod., 2018). Uporaba sekvenciranja 
celotnega genoma (WGS) velikega števila vzorcev omogoča vpogled v genetske dejavnike, ki 
doprinesejo k razvoju MAS (Yuen in sod., 2016), in lahko vodi v odkrivanje vloge pogostih 
genetskih variant (Robinson in sod., 2016) in kandidatnih lokusov povezanih MAS. Razvoj 
biooznačevalcev z dobro napovedno vrednostjo bi omogočil hitrejšo in natančnejšo diagnostiko  
bolezni in njenih podtipov. 
Diplomsko delo se osredotoča na identifikacijo genomskih regij, ki so v prosto-dostopnih zbirkah 
anotirani kot lokusi, ki so povezani z MAS pri človeku in miši. V nalogi smo določili kriterije, za 
prioritizacijo kandidatnih lokusov, primernih za zasnovo transgenega modela z avtističnimi 
lastnostmi. Identificirali smo signalne poti, v katerih je vpleten potencialni kandidatni gen, ki bi 
lahko v živalskem modelu vplival na lastnosti povezane z avtizmom. 
1.1 FENOTIPSKA DIAGNOSTIKA AVTIZMA PRI ČLOVEKU 
Spekter avtističnih motenj obsega zgodnji otroški avtizem, otroški avtizem, Kannerjev avtizem, 
atipični avtizem, visoko funkcionalni avtizem, neopredeljeno pervazivno razvojno motnjo, 
Aspergerjev sindrom in otroško dezintegrativno motnjo. Simptomi se začnejo pojavljati tipično v 
drugem letu starosti otroka, torej med 12. in 24. mesecem, a prihaja tudi do odstopanj (Diagnostic 
…, 2013). Pomemben dejavnik je zgodnja diagnostika MAS, saj omogoča prilagojeno 
izobraževanje in oskrbo, ki vodita k socialno bolj sprejemljivemu vedenju, večji samostojnosti in 
bolj kakovostnemu življenju v odrasli dobi (Smernice …, 2009). V uporabi sta Mednarodna 
klasifikacija bolezni in sorodnih zdravstvenih problemov za statistične namene, oziroma MKB-10 
(Smernice …, 2009) ter že omenjeni DSM-5 (Regier in sod., 2013). 
Zanesljiva diagnostika je zasnovana na obravnavi vsakega posameznika, s pridobivanjem različnih 
virov informacij, kot so klinična opazovanja, opažanja skrbnikov in obolelega, če je to mogoče. 
Temelji na opazovanju otrokovega vedenja in govora, v primerjavi z otroki iste starostne skupine. 
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Evaluacijo izvajajo psiholog, otroški psihiater ali pediater (Diagnostic …, 2013). V pomoč so 
presejalni testi, ki pripomorejo k zgodnjemu odkrivanju MAS pri otrocih. Testi obsegajo 
ocenjevalne lestvice (CSBS, CARS-2, ASQ, ADI-R, M-CHAT, ADOS) in druge presejalne 
diagnostične instrumente (Lord in sod., 1994; Samms-Vaughan in sod.,  2017; Brentani in sod., 
2013).. Zaradi tako širokega nabora presejalnih testov, se pediatri pri zdravniških pregledih 
srečujejo s pomanjkanjem časa za izvajanje testov in pomanjkanjem testov za spremljanje poteka 
bolezni, testi pa so različno specifični in občutljivi ter imajo različno napovedno moč (NPV). 
Pomanjkljiv sistem za napotitve pacienta k drugemu strokovnjaku in težave pri evidenci za boljšo 
komunikacijo med pediatri, prav tako vplivata na zanesljivost diagnostike (King in sod.,  2010; 
Pinto-Martin in sod., 2005).  
Pri pacientih z MAS so nepravilnosti v anatomiji centralnega živčevja med razvojem pogoste, zato 
predstavljajo specifični biooznačevalski testi pomemben potencial. Ti bi pripomogli k zgodnji 
diagnostiki motenj v razvoju centralnega živčevja, vzorcih genske ekspresije in funkcionalnosti 
imunskega sistema. Njihovo uporabnost na klinični ravni pa bo potrebno še potrditi (Zwaigenbaum 
in sod., 2015; Pierce in sod., 2009). 
1.2 AVTIZEM PRI ŽIVALIH 
Pomanjkanje zanesljivih biooznačevalcev, ustreznih živalskih modelov in natančne patogeneze 
ovira razumevanje in zdravljenje MAS (Tsilioni in sod., 2014). Kljub temu pa so raziskave avtizma 
privedle do identifikacije genov, ki so povezani z nevropsihiatričnimi boleznimi in so pri miših 
povezani z vedenjskimi spremembami, kar je spodbudilo razvoj mišjih modelov (Moy in sod., 
2007; Pierce in sod., 2009). Našli smo le nekaj raziskav, ki so spremljale vedenjske vzorce živali 
in  napovedale morebitne simptome pri živalih. Pri psih pasme bulterierji je pogost pojav 
kompulzivno lovljenje repa in je povezano z višjo prevalenco pri samčkih, s pogosto pojavnostjo 
po 8. tednu starosti, neodzivnostjo in agresijo, pojavljanjem težav s socializacijo in nekaterimi 
drugimi lastnostmi. Vedenje sproži visoka stopnja vzburjenja ob nekem dogodku in tako spominja 
na otroke z MAS (Moon-Fanelli in sod., 2011). 
Otroci, oboleli za MAS v starosti od 4 do10 let, imajo močno povišano aktivnost mastocitov. Te 
celice aktivirajo nastajanje nevrotenzina (NT), vazoaktivnega peptida, ki se nahaja v možganih in 
sodeluje tudi pri imunskem odzivu. NT poviša efekt stresa in raven korktikotropin sproščujočega 
hormona (CRH) (Cochrane in sod., 1986; Mustain in sod., 2011). Pri analizi serumov otrok (4-
10let) in buldogov s kompulzivnim lovljenjem repa, kjer so določali koncentracije NT in CRH, so 
zaznali povišane koncentracije NT, v primerjavi z zdravimi otroci, in s kontrolnimi buldogi brez 
kompulzivnega lovljenja repa ter kontrolnimi psi labradorci. Prav tako je bila pri otrocih z MAS in 
bulterierjih z vedenjsko motnjo dokazana močna korelacija med gastrointestinalnimi simptomi in 
visokimi serumskimi koncentracijami NT, ne pa pri zdravih kontrolah. Pri analizi možganov psov, 
so našli najvišjo zgostitev NT receptorjev v regijah, za katere se domneva, da vplivajo na avtizem 
pri otrocih (Tsilioni in sod., 2014). NT deluje na NMDA-pogojeno signalizacijo glutamata, vodi 
do neravnovesja sistema GABA/glutamat pri MAS in v apoptozo (Ghanizadeh, 2010). Povišana je 
bila tudi koncentracija CRH pri bulterierjih in otrocih, a soodvisnosti med NT in CRH niso zaznali. 
Raziskava s povišanjem NT in CTH pri bulterierjih z nekontroliranim lovljenjem repa podpira 
domnevo, da bi ti psi lahko predstavljali vsaj avtistični endofenotip (Tsilioni in sod., 2014). 
Pomembno vlogo pri MAS imajo okoljski dejavniki. Na podlagi obširne epidemiološke študije je 
bil potrjen vpliv infekcije matere v prvem trimesečju nosečnosti, na razvoj osrednjega živčnega 
sistema (CŽS) fetusa in na postavitev diagnoze avtizma v nadaljnjem življenju otroka (Atladóttir 
in sod., 2010). Drug primer okoljskih dejavnikov na razvoj CŽS so našli pri žrebičkih, kjer so 
Sladič Oblak S. Identifikacija kandidatnih genomskih regij … modela za motnje avtističnega spektra. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
3 
 
ugotovili, da pritisk, ki ga žrebe občuti ob kotenju povzroči biokemijske spremembe v CŽS. Te 
znižajo raven nevrosteroidov, kar stimulira skoteno žrebe, da se lažje odziva na dražljaje iz okolja. 
Nevrosteroidi tako preidejo krvno-možgansko bariero in vplivajo na centralno živčevje, z vezavo 
na isti receptor kot sedativi in anestetiki. Pri carskem rezu ali pri hitrih skotitvah koncentracija 
nevrosteroidov pogosto ostane visoka. Potekajo tudi raziskave abnormalne regulacije 
nevrosteroidov v času poroda pri otrocih. To bi bil eden izmed potencialnih faktorjev, ki 
pripomorejo k razvoju avtizma in drugih razvojnih motenj v delovanju osrednjega živčnega sistema 
(Bailey, 2015).  
1.3 PODATKOVNE ZBIRKE S KANDIDATNIMI GENI ZA AVTIZEM 
V raziskavah, ki temeljijo na analizah na ravni celotnega genoma (na primer sekvenciranje genoma, 
eksomov in transkriptoma) so z motnjami avtističnega spektra povezali veliko lokusov. Za lažje 
vodenje evidence kandidatnih lokusov, so nekatere raziskovalne institucije uredile podatkovne 
zbirke. Na spletu je tako mogoče najti različne znanstveno podprte, prosto dostopne zbirke, ki se 
nanašajo izključno na motnje avtističnega spektra. Mednje spadajo AutDB (Basu in sod., 2009), 
SFARI Gene 2.0 (Abrahams in sod., 2013), in AutismKB 2.0 (Yang in sod., 2018). 
AutDB je dobro anotirana zbirka kandidatnih genov povezanih z avtizmom, z vpogledom v 
ontologijo genov. Kandidatni geni so izbrani na podlagi znanstvene literature iz zbirke PubMed. 
Klasificirani so v 4 skupine: 1) redke monogenske oblike MAS z redkimi polimorfizmi, mutacijami 
enega samega gena ali različicami v številu kopij, 2) kandidatni geni, ki povzročajo specifične 
sindrome, 3) geni z majhnim vplivom in s pogostimi polimorfizmi, identificiranimi v asociacijskih 
študijah in 4) funkcionalni geni, omenjeni v znanstvenih člankih, povezani z biologijo MAS. Tako 
organizirana baza AutDB omogoča vpogled v povzetke in v podrobne opise vseh genov, vključno 
s povezavami do zunanjih podatkovnih zbirk kot je UniProt (Basu in sod., 2009). 
AutismKB je podatkovna zbirka z geni, povezanimi z MAS iz objav o študijah z različnimi 
raziskovalnimi pristopi: expresijsko profiliranje, GWAS, CVN študije celotnega genoma, analize 
genetske povezanosti in druge genetske asociacijske študije. Zbirka vsebuje 99 genov, ki so 
povezani s sindromsko obliko MAS in 2135 genov povezanih z ne-sindromsko obliko MAS. 
Kandidatni geni so ovrednoteni z oceno, ki opredeljuje količino informacij o njih. Podobno kot pri 
AutDB, so ključne lastnosti gena zabeležene na prvi strani, pri nadaljnjem iskanju pa pridobimo 
podrobno ontologijo izbranega kandidata (Xu in sod., 2012). Z novo različico zbirke, imenovano 
AutismKB 2.0, so vključili izboljšave in dopolnitve iskalnika (Yang in sod., 2018).  
SFARI Gene je podatkovna baza in stalno razvijajoče se orodje za raziskave avtizma. Zbirka je 
osredotočena na gene, ki so povezani z MAS. Razvit ima svoj točkovani sistem za ocenjevanje 
genov, ki omogoča večjo konsistenco in stabilnost ocen. Podobno kot zbirka AutismKB, ima tudi 
SFARI svoj sistem rangiranja kandidatnih genov. Točkovanje deluje na podobni osnovi kot pri 
AutismKB, le da vsebuje visoko referirane literaturne vire in predloge aktualnih funkcijskih študij 
(Abrahams in sod., 2013; Banerjee-Basu in Packer, 2010). 
Podatke o lokusih, ki so povezani z MAS, najdemo tudi v zbirkah, ki niso specializirane za MAS, 
pač pa vsebujejo lokuse, ki so povezani z več fenotipi. Takšne zbirke so Gene Cards (Stelzer in 
sod., 2011), The Allen Brain Atlas (Hawrylycz in sod., 2012), dbMDEGA (Zhang in sod., 2017), 
NCBI GeneRIF (Mitchell in sod., 2003) in GWAS Catalog (Buniello in sod., 2019).  
 
Sladič Oblak S. Identifikacija kandidatnih genomskih regij … modela za motnje avtističnega spektra. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
4 
 
2 MATERIALI IN METODE 
2.1 UPORABLJENE BIOINFORMACIJSKE BAZE 
Študije na ravni celotnega genoma so doprinesle k obsežnim prosto dostopnim zbirkam 
potencialnih kandidatnih lokusov za MAS. Baze vsebujejo kandidatne lokuse, identificirane z 
različnimi raziskovalnimi pristopi in z različno močnimi povezavami s fenotipom (Preglednica 1). 
V iskalnikih naštetih zbirk smo s ključnimi besedami »autism«, »ASD« in »autism spectrum 
disorders« iskali kandidatne lokuse za razvoj transgenega modela za MAS. 
Preglednica 1: Seznam podatkovnih zbirk, ki vsebujejo lokuse, povezane z MAS. 
Ime podatkovne 
zbirke 
Spletni naslov podatkovne zbirke Referenca Zbirka namenjena le 




(Basu in sod., 2009) DA 
AutismKB  http://db.cbi.pku.edu.cn/autismkb_v2/i
ndex.php 
(Yang in sod., 2018) DA 
dbMDega https://dbmdega.shinyapps.io/dbMDE
GA/ 
(Zhang in sod., 2017) NE 
GeneCards https://www.genecards.org/ (Stelzer in sod., 2011) NE 
GWAS Catalog https://www.ebi.ac.uk/gwas/home (Buniello in sod., 2019) NE 
NCBI GeneRIF https://ftp.ncbi.nih.gov/gene/GeneRIF/ (Mitchell in sod., 2003) NE 
SFARI Gene https://gene.sfari.org/ (Abrahams in sod., 2013) DA 
The Allen Brain 
Atlas 




2.1.1 Seznam kandidatnih regij za MAS pri človeku 
Uporabili smo osem zanesljivih in obsežnih podatkovnih zbirk, med katere spadajo: AutDB, 
SFARI Gene, dbMDega, The Allen Brain Atlas, Gene Cards, AutismKB, GWAS Catalog in NCBI 
GeneRIF. Kandidatne regije za motnje avtističnega spektra pri človeku smo združili v seznam, ki 
nam je nato služil kot glavni vir podatkov. Pri združevanju tabel, ki smo jih pridobili iz različnih 
zbirk, smo poenotili strukturo tabel in uporabili enotno nomenklaturo za poimenovanje genov. 
2.2 PRIORITIZACIJA KANDIDATNIH LOKUSOV 
Postopek prioritizacije kandidatnih lokusov, povezanih z MAS, je vključeval pogoje in kriterije, ki 
so ključni za razvoj živalskega modela za MAS. 
Kriteriji, ki smo jih upoštevali so naslednji: 
1) za kandidatni gen še ni živalskega modela, 
2) kandidatni gen ni vzdrževalni gen (angl. housekeeping), 
3) kandidatni gen ima vlogo tudi v embrionalnem razvoju, 
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4) pleiotropni učinek gena ne moti študij fenotipa, 
5) za kandidatni gen za MAS pri človeku je poznan ortolog pri živalih, 
6) kandidatni lokus je protein-kodirajoči gen, 
7) kandidatni lokus je dobro anotiran in 
8) kandidatni lokus je udeležen v biološki poti, ki je povezana z MAS  
S seznama kandidatnih lokusov za MAS smo izvzeli vse lokuse, ki niso ustrezali naštetim 
kriterijem. 
2.2.1 Opisi podatkovnih zbirk vključenih v prioritizacijo kandidatnih lokusov 
Podatkovna zbirka International Mouse Strain Resource (IMSR) (Eppig in sod., 2015) nam je 
omogočila dostop do 27 zbirk različnih institucij in organizacij, ki pri raziskavah uporabljajo miši 
za model. Nekateri zajeti repozitoriji so JAX, EMMA, MGD in OBS. Zbirka omogoča distribucijo 
miši, krioprezerviranih gamet, zarodkov ali mutiranih zarodnih matičnih celičnih linij, z izborom 
inbridirane, mutirane in gensko spremenjene linije miši. V zbirki IMSR smo poiskali gene, ki so 
bili že uporabljeni v študijah MAS pri miši, zato smo jih z našega seznama odstranili. 
V naslednjem koraku sta nam zbirki Onilne gene essentiality database (Chen in sod., 2012) in 
Housekeeping Transcript Atlas (Hounkpe in sod., 2019) omogočili dostop do vzdrževalnih genov. 
Vzdrževalni geni so skupina genov s konstitutivnim izražanjem v vseh celicah organizma pri 
različnih pogojih, saj so vključeni v osnovno delovanje celic. Ker pa inaktivacija teh genov vodi v 
celično smrt (Eisenberg in Levanon, 2013), smo jih izvzeli s seznama kandidatnih lokusov za 
razvoj transgenega modela. 
Poimenovanje genov s seznama kandidatnih genov za MAS smo naprej poenotili (nomenklatura 
HGNC), tako smo lahko identificirali več ponovitev istih lokusov. Nato smo uporabili Ensembl 
Biomart (Smedley in sod., 2009). To enostavno, generično orodje znanstvenikom omogoča 
zastavljanje kompleksnih vprašanj in dostop do bioloških podatkov na enem samem vmesniku. Vir 
podatkov so integrirane knjižnice programske opreme (primer Cytoscape ali BioConductor). 
Zbiramo lahko med »mart« bazami podatkov, s katerimi opredeljujemo tip podatkov, za katerega 
se zanimamo. Z orodjem Ensembl Biomart  smo za gene, poimenovane s HGNC nomenklaturo, 
poiskali ortologne gene pri miši. 
Avtizem predstavlja spekter motenj, ki se začnejo pojavljati tekom ontogenetskega razvoja 
človeka. Našli smo dve zbirki: BrainSpan Atlas (Miller in sod., 2014) in  Human Developmental 
Studies Network (Kerwin in sod., 2010). BrainSpan Atlas je zbirka podatkov, usmerjenih v 
raziskave prenatalnega razvoja človeških možganov in odkrivanje zgodnjih znakov psihiatričnih 
bolezni ter motenj v razvoju centralnega živčevja in vsebuje podatke o možganih ljudi različnih 
starosti (vse od spočetja), etnični pripadnosti in spolu post-mortem. Human Developmental Studies 
Network (Kerwin in sod., 2010) vsebuje podatke o vzorcih genske ekspresije in modele optične 
projekcijske tomografije v različnih fazah razvoja. Iz obeh zbirk smo pridobili kandidatne gene za 
MAS, ki so povezani z embrionalnim razvojem. S seznama kandidatnih genov za MAS smo nato 
izvzeli vse gene, za katere nismo našli podatkov o vlogi v embrionalnem razvoju.  
Za prioritizacijo kandidatnih genov smo uporabili tudi zbirko NCBI Gene Reference Into Function 
(NCBI GeneRIF) (Mitchell in sod., 2003), projekt Nacionalne medicinske knjižnice (NLM). Zbirka 
vsebuje funkcijske anotacije genov človeka in več kot 1000 drugih vrst. Za ožji izbor kandidatnih 
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genov smo tako preverili, ali gre za lokuse s pleiotropnim učinkom. Če smo ocenili, da bi 
peiotropnost motila pri študiju fenotipa, smo takšne kandidate izvzeli s seznama. 
2.2.2 Bioinformacijska orodja za delo s podatkovnimi zbirkami  
Za delo s podatki smo uporabili programski jezik R, predvsem za statistično analizo in vizualizacijo 
podatkov. R predstavlja okolje, v katerem deluje okrog 6000 prosto dostopnih knjižnic programske 
opreme za širok spekter analiz (Tippmann, 2015). 
Pri obdelavi podatkov v diplomski nalogi smo uporabili knjižnici sqldf in xlsx. S knjižnico xlsx 
smo v R uvozili Excelove dokumente. Kandidatne lokuse smo zbrali iz osmih različnih 
podatkovnih zbirk, v postopku prioritizacije kandidatnih lokusov pa smo uporabili še pet 
bioinformacijskih virov. Iz naštetih zbirk smo podatke izvažali v datoteke, ki smo jih lahko 
pregledali in poenotili njihovo strukturo v Excelu, potem pa vse datoteke uvozili v R. 
Uporabili smo tudi knjižnico sqldf, ki v R-u omogoča poizvedbe, kot v relacijskih podatkovnih 
zbirkah. Pri združevanju kandidatnih genov iz osmih zbirk, preverjanju podvajanja podatkov, 
poenotenju nomenklature, iskanju ortolognih genov in iskanju presekov množic genov, smo 
porabili ukaze jezika SQL. 
2.2.3 Funkcijska anotacija kandidatnih lokusov za MAS  
V zadnjem koraku prioritizacije kandidatnih lokusov smo preverili funkcijsko anotacijo 
kandidatnih lokusov in genov, ki so z njimi v interakciji. Uporabljeno spletno orodje STRING (von 
Mering in sod., 2003) črpa informacije iz sedmih zunanjih podatkovnih virov, za večjo raznolikost 
in specifičnost pa služi kot dodatek znanstveno podprtih interakcij proteinov v ortolognih genih. 
Rezultati v programu so podani kot grafični prikazi z izpisi specifičnih informacij iz podatkovnih 
zbirk. Sistem nam je bil v pomoč pri analizi funkcije genov in pregledu interakcij z drugimi proteini 
v bioloških poteh. 
3 REZULTATI Z RAZPRAVO 
Z uporabo podatkovnih zbirk AutDB, SFARI Gene, dbMDega, The Allen Brain Atlas, Gene Cards, 
AutismKB, GWAS Catalog in NCBI GeneRIF, smo kandidatne regije motenj avtističnega spektra 
pri človeku združili v seznam, ki nam je nato služil kot glavni podatkovni vir. Seštevek prvotno 
najdenih genetskih lokusov je bil 26 305. Z grafa (Slika 1) je razvidno, da je največ genomskih 
regij povezanih z MAS, vsebovala zbirka dbMDega. DbMDega prestavlja zbirko diferencialno 
izraženih genov (DEG) pridobljenih z meta-analizo genetskih ekspresijskih profilov različnih 
predelov možganov ljudi in mišjih modelov povezanih z MAS (Zhang in sod., 2017). Vir s 
statistično analizo obdela velike količine podatkov iz med sabo neodvisnih študij. Meta-analiza 
tako predstavlja alternativo raziskovalnim študijam in je pomemben vir novih ugotovitev. (Glass, 
1976). Zaradi velike prekrivnosti različnih tipov podatkov, vse od majhne, pa do visoke 
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3.2 GEN ANOS1 
Gen ANOS1, imenovan tudi KAL, KAL1, ADMLX, HH1 in drugo (Database …, 2016), je pri 
človeku lociran na kromosomu X (Xp22.3), na kromosomu Y (Yp11) pa se nahaja homologni 
psevdogen KALP. Gen sestavlja 14 eksonov (del Castillo in sod., 1992) in obsega 203262 baznih 
parov pri človeku. Izražati se začne tekom razvoja zarodka in ima pomembno vlogo pri razvoju 
kranialnega dela nevralne cevi (Endo in sod., 2012). Gen je izražen v različnih predelih osrednjega 
živčevja (olfaktorni bulbus in druge strukture vohalnega sistema, hrbtenjača, mali možgani, retina 
in možganska skorja). Sporočevalno RNA in protein najdemo tudi v ledvicah, testisih, koži, 
notranjem ušesu in žilnem endoteliju (Mitchell in sod., 2011). Ortologi gena ANOS1 so bili 
identificirani pri številnih vretenčarskih in nevretenčarskih vrstah, nimajo pa ga miši in podgane 
(de Castro in sod., 2013). Zaporedji ortolognih genov ANOS1 pri človeku in kuncu se ujemata v 74 
%, ortolog pri človeku in morskem prašičku pa v 84 %. (Hu in Bouloux, 2011; Gach in sod., 2020). 
Gen ANOS1 kodira 680 aminokislin dolg glikoprotein ekstracelularnega matriksa (ECM) anozmin-
1, ki veže heparin sulfat proteoglikane kot pomembne mediatorje v razvoju CŽS, na celično 
membrano (Franco in sod., 1991; Yamaguchi, 2001; de Castro in sod., 2017). Anozmin-1 sestavlja 
N- terminalna domena, bogata s cistenini (CR, angl. Cys-box), WAP domena, štiri fibronektinske 
domene tipa III (FnIII) in C-terminalna regija, bogata s histidini (Slika 2). WAP domena je kodirana 
z enim eksonom, ta ekson pa delno kodira tudi regijo, bogato s cisteini. Fibronektinske domene 
kodirata dva eksona, katerih zunanja predela sta dobro ohranjena, spreminja se le položaj introna 
med njima. To velja za tri od štirih ponovitev FnIII domene (r1, r2 in r4), medtem ko je tretja FnIII 
domena (r3) kodirana s tremi eksoni (del Castillo in sod., 1992). Vzdolž sekvence proteina je pet 
potencialnih vezavnih mest za heparin sulfat, potrebnih za lokalizacijo proteina v ekstracelularnem 
matriksu in šest mest za glikozilacijo na N-terminalnem koncu (Slika1). WAP domena proteinu 
mogoča migracijo nevronov in aksonogenezo, medtem ko FnIII domene služijo za adhezijo celic 
in migracijo aksonov (de Castro in sod., 2013). Če povzamemo, naloge proteina anozmin-1 med 
razvojem centralnega živčevja so celične migracije in kolateralizacija žil.  
 
Slika 2: Prikaz strukture gena ANOS1, mRNA s številom eksonov, strukture proteina anosmin-1 in lokacije gena 
ANOS1 na kratki ročici kromosoma X. Glavne delecije eksonov so prikazane s črnimi črtami, točkaste mutacije pa s 
puščicami. Frekvenca identificiranih mutacij je prikazana z velikostjo puščice (de Castro in sod., 2017: 207). 
V literaturi navajajo povezavo proteina anozmin-1 z multiplo sklerozo, rakom in atopčnim 
dermatitisom (de Castro in sod., 2013). Pri raku debelega črevesja se gen ANOS1 izraža v vseh 
stopnjah bolezni. Pri visoki ekspresiji gena ANOS1 je tudi smrtnost obolelih visoka. Pri analizi na 
molekularni ravni je izražanje tega gena vplivalo predvsem na Wnt signalno pot (Qi in sod., 2017).  
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Najpogosteje se ANOS1 v znanstvenih člankih pojavlja v povezavi s Kallmannovim sindromom. 
Kallmannov sindrom je genetska bolezen, opisana kot kombinacija anozmije ali hipozmije 
(povezana z preprečitvijo ali zmanjšanjem razvoja olfaktornega bulbusa) in hipogonadotropnega 
hipogonadizma. Hipogonadizem je posledica neučinkovite sekrecije gonadotropin stimulirajočega 
horomona (GnRH) iz hipotalamusa zaradi okvare pri migraciji GnRH nevronov iz vohalne plakode 
v hipotalamus (Georgopoulos in sod., 2007). Mutacije v genu za protein anozmin-1 vodijo v 
recesivni na kromosom X vezan Kallmannov sindrom (Soussi-Yanicostas in sod., 1996), mutacije 
v genu za fibroblastni rastni faktor-1 (FGFR1) pa povzročajo avtosomalno dominantno ali 
recesivno obliko Kallmanovega sindroma (Dodé in sod., 2003). Gen ANOS1 je bil prav tako večkrat 
zaznan kot pogost nosilec genetskih variant, povezanih z avtizmom pri sekvenciranju celotnega 
genoma (Jiang in sod., 2013). 
3.2.1 Interakcije proteina anozmin-1, vključenega v signalne poti in komponente 
ekstracelularnega matriksa 
FGF, BMP in WNT signalne poti 
Protein anozmin-1 je bil v eni izmed študij identificiran kot kritičen del embrionalnega razvoja 
nevralnega grebena (Endo in sod., 2012). Nevralni greben je migracijska celična populacija, 
vključena v razvoj zarodka vretenčarjev. Sestavljen je iz različnih celičnih tipov in tkiv kot so glija 
celice, nevroni, celice dermisa in nekaterih drugih tipov celic (Le Douarin in Kalcheim, 1999). 
Različne študije potrjujejo povezavo FGFR1 in proteina anozmin-1, ki regulira že omenjeno 
delovanje nevronov (migracije in razrast nevronov). Za pravilno tvorbo nevralnega grebena je 
potrebna uravnoteženost fibroblastnega rastnega faktorja (FGF) in kostnega morfogenetskega 
proteina (BMP). Pri uravnavanju, torej pri povišanju koncentracije FGF in znižanju koncentracij 
BMP ter WNT  dejavnikov, vključno s tvorbo nevralnega grebena, ima pomemben vpliv anozmin-
1. Protein anozmin-1 specifično vpliva na povečanje FGF8, za tvorbo FGF8-FGFR1 kompleksa in 
inhibira BMP5 ter WNT3a. Znižanje ravni proteina amozmin-1 povzroča nižjo aktivacijo genov 
nevralnega grebena (SOX9, SNAI2 in FOXD3) in reducira znižanje diferenciacije nevralnega 
grebena  (Endo in sod., 2012).  
Izražanje gena ANOS1 je bilo zabeleženo v aksonih optičnih nevronov v času razvoja optičnega 
živca in pri multipli sklerozi, ko brez-mielinski aksoni prečkajo kronične lezije. Visoka raven FGF2 
v aktivnih kroničnih poškodbah vodi k oligodendrocitični remielinizaciji za zaščito astrocitov 
(Bribian in sod., 2008; Clemente in sod., 2011). Ustrezne interakcije proteina anozmin-1 najdemo 
tudi v podatkovnih zbirkah, kot je STRING, ki na podlagi znanstvene literature grafično prikaže 
specifične interakcije. V našem primeru nakazuje vpliv proteina anozmin-1 na signalne molekule 
v bioloških poteh (Slika 3). 
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3.3. PRIMER ZASNOVE TRANSGENEGA MODELA ZA MAS 
3.3.1 CRISPR/Cas9 sistem 
CRISPR/Cas9 (angl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats in CRISPR 
associated protein 9) sistem je orodje tarčenega preurejanja genoma. Prvotno je bil odkrit pri 
prokariontih, kjer je CRISPR/Cas9 sistem del pridobljenega imunskega sistema bakterij in tako 
služi pri obrambi pred virusi in plazmidi. Sedaj ga uporabljamo pri različnih celičnih tipih in 
organizmih (Ran in sod., 2013). Za preurejanje genoma se uporablja Cas9 protein in himerna 
sgRNA (angl. single-guide RNA), ki je sestavljena iz crRNA (ali CRISPR RNA) in tracr RNA 
(angl. trans-activating CRISPR RNA). Specifično oblikovana vodilna sgRNA, dolga 20 
nukleotidov, vsebuje zaporedje, ki je komplementarno tarčnemu mestu DNA in na ta način 
specifično mesto v genomu tudi prepozna. V primeru komplementarnosti s sgRNA, se Cas9 protein 
specifično veže na PAM regijo, razpre DNA in prereže dvojno vijačnico (angl. double-stranded 
break). Z uvedbo dvojnega preloma DNAlahko povzročimo inaktivacijo oz. knock-out gena, ob 
dodatku segmentov DNA pa lahko tudi vstavljamo genetske elemente (knock-in). Popravljalnimi 
mehanizmi lahko poškodovano dvojno vijačnico z zlepljanjem združijo preko mehanizma 
nehomolognega povezovanja koncev (NHEJ) ali preko homologne rekombinacije (HDR), v 
primeru prisotnosti homologne donorske molekule DNA (Cong in sod., 2013; Jinek in sod., 2014; 
Ran in sod., 2013).  
Odločili smo se za uporabo metodo CRISPR/Cas9 na genu ANOS1, naši tarčni sekvenci, za 
zasnovo celičnega in transgenega modela za MAS. Matsushima s sodelavci (2020) je ob izvedbi 
mutacij gena ANOS1, prišel do ugotovitev, da za normalno delovanje na celično migracijo in 
interakcijo z VEGFR2, četrta ponovitev FnIII in regija, bogata s histidini, nista ključni. V literaturi 
Deneault in sod. (2019) ali Hu in Bouloux (2011), je objavljenih več mutacij za izničenje 
človeškega gena ANOS1. Deneault in sod. (2018) prav tako poročajo o izničenju človeškega gena 
ANOS1 s tehnologijo CRISPR/Cas9 na eksonu 6 (X:8585267-8585396). Zbrane mutacije najdemo 
v različnih podatkovnih virih kot je Mastermind. Mi smo se odločili dizajnirati sgRNA za genom 
človeka, z uporabo orodja CHOPCHOP, namenjenega izbiri optimalnih tarčnih mest za 
CRISPR/Cas9. Spletno orodje je predlagalo tarčno zaporedje: 
                                          5'-CATCAAGACGTTCCGGACGCCGG-3'  
in začetne oligonukleotide: 
5' začetni oligonukleotid: 5'-ACTCTTTACCGACTGGAAGTGC-3' 
3' začetni oligonukleotid: 5'-AGTCGGTACAAACAGGGAGAAA-3' 
Zaporedje se nahaja v eksonu in je srednje bogato z GC (60 %). Orodje CHOPCHOP je predlagalo 
to tarčno mesto kot eno boljših, saj ne vsebuje izven-tarčnih efektov. CRISPR/Cas9 tehnologija je 
zaradi izven-tarčnih efektov pomanjkljiv sistem, saj lahko vodi do nepričakovanih mutacij na 
neželjenih mestih in vodi v različne vzorce izražanja genov (Fu in sod., 2013). Še posebej moteče 
bi bilo pri zasnovi in opazovanju vedenja transgenega modela kunca, kjer  bi bilo težko ugotoviti 
ali je fenotip posledica mutacije v genu ANOS1 ali zven-tarčnih mutacij. 
3.3.2 Celični modeli za MAS in primer zasnove celičnega modela za MAS 
V nedavno objavljeni študiji so izvedli reprogramiranje specifičnih somatskih celic pacientov v 
inducirane pluripotentne zarodne celice (iPSCs), na katerih so izvedli tarčno urejanje genoma z 
metodo CRISPR/Cas9. S to strategijo so izvedli knock-out 14 kandidatnih genov povezanih z 
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avtizmom, med katerimi je velik potencial kazal gen ANOS1. Gen je bil uvrščen v funkcionalno 
skupino tvorbe sinaps in adhezijskih molekul. Linije iPSC so bile po reprogramiranju diferencirane 
v ekscitatorne nevrone s transkripcijskim faktorjem NGN2, za pridobitev MAS in vitro. Skupaj z 
drugimi geni, je bil ANOS1 med potencialno izraženimi geni (DEGs) s potencialnim vplivom na 
telo nevronov, celično adhezijo, negativno regulacijo transkripcije, zunajcelični matriks, projekcijo 
razvoja nevronov, membranske molekule, celično površino in morfogenezo zarodkov, niso pa 
zaznali obogatitve v povišanju ali znižanju uravnavanja izražanja. Za detekcijo delovanja nevronov 
(v kokulturi z astrociti, za izboljšanje zorenja nevronov) so uporabili metodo vpete krpice (angl. 
patch-clamp method), ki ni pokazala značilnega zmanjšanja frekvence spontanega ekscitatiornega 
postsinaptičnega pretoka. Z več-elektrodno mrežo (MEA) so bile merjene povprečne hitrosti 
signalov nevronov in omrežne frekvence porušitve. Te meritve prikazujejo spontano delovanje 
nevronske mreže. Ker pa v predhodnih stopnjah analize ANOS1 ni pokazal nihanj,  ni bil analiziran 
z več-elektrodno mrežo (Deneault in sod., 2018). Povezavo gena ANOS1 z MAS so preverjali tudi 
v poskusu, kjer so uporabili 53 iz iPSC izpeljanih linij glutamatergičnih nevronov, na katerih so z 
metodama vpete krpice in MEA določali gene povezane z MAS. Kontrolo so predstavljale osebe 
istega spola in iz iste družine kot testiranci, ki pa niso kazali znakov avtizma. Metoda vpete krpice 
je pokazala vpliv gena ANOS1 na aktivnost glutamatergičnih nevronov (Deneault in sod., 2019). 
Večina raziskav na celicah, povezanih z MAS, sloni na reprogramiranju iPSC linij v živčne celice. 
Centralno živčevje poleg nevronov sestavljajo tudi glija celice, med katerimi poznamo 
oligodendrocite, mikroglijo, astrocite in prekurzorske celice (Cao in sod., 2012). V študiji interakcij 
iz iPSC izpeljanih nevronov in astrocit, so nevrone pacientov z MAS gojili na astrocitah kontrol in 
opazili morfološko kompleksne nevrone z večjim potencialom tvorbe novih celic, v primerjavi z 
nevroni kontrol gojenih na astrocitah, kjer so bili nevroni morfološko poškodovani, sinaptogeneza 
pa otežena (Russo in sod., 2017). Te glija celice, zvezdastih oblik, so vpletene tudi v nevronske 
mreže CŽS, kjer stimulirajo tvorbo sinaps po porodu, s sekrecijo proteinov trombospondina-1 in -
2 (TSPs). Tako so miši brez TSP-1 in TSP-2 v različnih regijah centralnega živčevja imele 
zmanjšano število sinaps (Christopherson in sod., 2005). Poleg že omenjenih funkcij astrocit v 
CŽS, kot sta podpora razvoja nevronov in tvorbi sinaps, pomagajo tudi pri čiščenju 
nevrotransmitorjev iz post-sinaptične membrane, so v podporo nevronom, sodelujejo pri kontroli 
žilnega sistema v možganih in hrbtenjači, hitrem prenašanju signalov in obnovi CŽS z reaktivno 
astrogliozo (Sofroniew, 2014). 
Glia celice z nevroni ne komunicirajo preko sinaps, pač pa preko ionskih kanalčkov, ki jih odpirajo 
nevrotransmiterji in električna napetost. Astrociti se med sabo povezujejo oziroma komunicirajo 
inter- ter ekstra-celularno preko kalcijevih valov. Nihanje kalcija (Ca2+) v območju je odvisno od 
zunajceličnega dotoka Ca2+ in nato sproščanja Ca2+ iz znotrajceličnih območij. Pri medceličnem 
nihanju sodeluje signalna molekula inozitol trifosfat (IP3), ki se sprošča iz veziklov enega astrocita 
in veže na drugega, nato pa na endoplazemski retikulum, ki sprošča Ca2+ v citoplazmo. 
Citoplazemski Ca2+ stimulira tvorbo fosfolipaze C (PLC) za produkcijo signalnega IP3, ta pa zopet 
potuje na sosednjo celico (Charles in sod., 1991; Sanderson in sod., 1990; Scemes in Giaume, 2006; 
Venance in sod., 1997).  
Kalcij predstavlja pomembno molekulo v razvoju CŽS in plastičnosti sinaps. Vedno več literature 
nakazuje vpliv motenj v signalnih poteh, povezanih s Ca2+ in MAS. Sproščanje Ca2+ preko 
mediatorja IP3 receptorja (IP3R), je normalno stimulirano z IP3, Schmunk s sodelavci (2015) pa 
prikazuje okvarjeno aktivnost IP3R kanalčkov pri pacientih z avtizmom. Druga študija s 
testiranjem koncentracije Ca2+ v serumu, nakazuje povezavo s socialno-komunikacijskimi 
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sposobnostmi. Razkrila je vpliv hipokalcemije na razvoj centralnega živčevja v zgodnjem otroštvu, 
s tveganjem za pojav MAS (Deneault in sod., 2019).  
Že omenjena signalna pot VEGF (Slika 4), v kateri sodeluje protein anosmin-1, deluje tudi v 
astrocitih. Najvišja ekspresija gena VEGFA, mediatorja v signalni poti, je v ne-živčnih celicah, še 
posebej v prekurzorskih celicah oligodendrocitov in v astrocitih. Raziskave nakazujejo vpliv 
povišanja VEGF-A proteina na možgansko vnetje in fizične značilnosti, povezane s pacienti MAS. 
Nevroinflamacija, v kombinaciji z mediatorskimi glia celicami, vpliva na nevrogenezo in delovanje 
sinaps (Gnanasekaran in sod., 2019). Nova študija prikazuje neposredno interakcijo proteina 
anozmin-1 in VEGF receptorja-2, s tem pa aktivacijo VEGF signalne poti in vpliv na signalne 
molekule, ki se nahajajo nižje v signalni poti. Tak primer sta encima fosfolipaza Cγ1 (PLCγ1) in 
protein kinaza (PKC), ki se v endotelnih celicah aorte fosforilirata (aktivirata) ob prisotnosti 
proteina anozmin-1. Kombinacija anozmin-1 in VEGFR2 inducira celično proliferacijo, migracijo 
in tvorbo endotelne cevi, torej stimulacijo razvoja ožilja (angiongenezo)  (Matsushima in sod., 
2020).  
 
Slika 4: Prikaz signalne poti VEGF in ustrezne reference. Molekule, pomembne za našo raziskavo, so obarvane. 
Celični model tako zasnujemo na glija celicah, astrocitih, v katerih bomo preučevali signalno pot 
VEGF in spremembe v signalni poti VEGF, z uravnavanjem gena ANOS1. Ob tvorbi kompleksa 
anozmin-1 in VEGFR2, predvidevamo aktivacijo signalne poti VEGF, predvsem pa fosforilacijo 
PLCγ1 in PKC ter posledično, regulacijo Ca2+. Cilj je dokazati vpliv hipo- ali hiper-kalcemije, 
povzročene z delovanjem gena ANOS1 pri motnjah avtističnega spektra. 
Za kontrolo bi izvedli izničenje gena ANOS1, z metodo tarčne modifikacije genoma s 
CRISPR/Cas9 tehnologijo. Kontrola nam bo služila za primerjavo koncentracije Ca2+ v celicah ob 
ekspresiji in supresiji gena ANOS1. Predvideno povečano koncentracijo intercelularnega Ca2+ bi 
zaznali z uporabo Fluo-8 kalcijevega kompleta, nato pa merili fluorescenco, po zgledu Schmunk 
in sod. (2015).  
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Ob predvidenih rezultatih bi v drugem delu izdelave celičnega modela opazovali morfologijo in 
tvorbo sinaps in posledično tudi nevrogenezo. Podobno kot Russo in sod. (2017), bi uporabili 
kulturi astrocitov z aktivnim in neaktivnim genom ANOS1 ter jima dodali zdrave nevrone. 
Predvidevamo vpliv gena ANOS1 na uravnavanje kalcija ob komunikaciji astrocit z nevronskimi 
celicami. Pričakovan rezultat bi bila razrast celičnih kultur in povečanje števila nevronov. 
3.3.3 Živalski model za MAS 
Miš predstavlja v raziskavah MAS pogost modelni organizem, a za izvedbo naše raziskave ni 
primerna, saj ne vsebuje gena ANOS1 (de Castro in sod., 2013). Ob pričakovanih rezultatih poskusa 
s celicami, smo se odločili za kunčji model (Oryctolagus cuniculus), katerega ortologni gen ANOS1 
ima 74 % skladnost s človeškim homologom. (Hu in Bouloux, 2011; Gach in sod., 2020). Kunec 
predstavlja alternativni modelni organizem, na katerem lahko preučujemo vpliv genov na 
fiziološke in morfološke lastnosti na ravni organizma. S sistemom CRISPR/Cas9 bi izvedli 
izničenje gena ANOS1 in tako pripravili transgeni model. Opazovali bi lahko njegov razvoj od 
rojstva do odrasle faze, v primerjavi z osebki z aktiviranim genom. Spremembe razvoja nevronske 
mreže bi lahko beležili s slikanjem z magnetno resonanco (Weiss in sod., 2019), spomin in socio-
komunikacijske sposobnosti pa testirali ob reševanju različnih nalog (npr. labirinti). 
V nevroznanosti so kunci pogosto uporabljeni kot standardni laboratorijski model, ni pa še objav v 
povezavi z MAS. Predvidevamo, da zaradi splošno razširjenega mišjega modela, ki s hitrejšo 
reprodukcijo, nižjo ceno, manjšo genetsko raznolikostjo in naprednejšo genomiko in proteomiko, 
predstavlja prvo izbiro za živalski model (Bosze in Houdebine, 2006). Kljub temu,  so kunci zaradi 
svojega filogenetskega položaja (Graur in sod., 1996), zaradi dobre adaptacijske sposobnosti ter 
običajnega cirkadianega ritma, zanimiv živalski model (Schroeder in sod., 2016). Perinatalni razvoj 
možganov (Harel in sod., 1972), prisotnost mikroglije v beli možganovini in specifičen vzorec 
možganske rasti (Bass in sod., 1998), so lastnosti, ki karakterizirajo kunca kot edinstven model za 
primerjalno preučevanje razvojnih procesov centralnega živčevja pri človeku. Kunci so relativno 
veliki, imajo kompleksne vedenjske vzorce in socialne interakcije, kar omogoča lažje  opazovanje 
fizioloških in nevroloških pojavov.  
4 SKLEPI IN ZAKJUČEK 
Motnje avtističnega spektra so skupek kompleksnega razvojnega stanja, z vplivom različnih 
dejavnikov. Zato raziskovalci pogosto iščejo paralele z vedenjem živali v naravi. Kljub 
tehnološkemu napredku in mnogo novih odkritij, diagnostika MAS še vedno sloni na vrednotenju 
fenotipskih lastnosti, vpogled z molekularne perspektive pa je zastrt.  
Naša pot pri iskanju kandidatnih genov in razvoja živalskega modela, nas je vodila preko uporabe 
zanesljivih podatkovnih zbirk z geni MAS in ločevanja kandidatnih genomskih regij po 
zastavljenih kriterijih, do kandidatnega gena ANOS1. Ta je v literaturi tesno povezan s 
Kallmannovin sindromom in le delno z motnjami avtističnega spektra (MAS). Številni kandidatni 
geni oziroma kandidatne regije, povezane z MAS, so že raziskani na mišjem modelu, ne pa še gen 
ANOS1, saj miš tega dela gena nima. Po pregledu ontologije gena, smo našli VEGF signalno pot, 
ki je aktivirana ob neposredni interakciji proteina anozmin-1 z VEGF receptorjem 2. Vezava vpliva 
na nekatere signalne molekule vzdolž signalne poti (PLCγ1 in PKC). V diplomski nalogi 
predpostavljamo možnost vpliva neposredne vezave proteina ekstracelularnega matriksa z 
VEGFR2 na uravnavanje koncentracije kalcija v celicah. Nepravilna koncentracija kalcija v celicah 
centralnega živčnega sistema vpliva na razvoj le tega in predstavlja potencial za pojav MAS. 
Odločili smo se zasnovati primer transgenega modela kunca za MAS, ob predhodnih ustreznih 
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rezultatih na celičnih linijah. Načrtujemo izničenje gena ANOS1 s CRISPR/Cas9 tehnologijo in 
spremljanje fizioloških ter morfoloških sprememb na celičnih linijah in v živalskem modelu. 
Na podlagi številnih člankov na temo avtizma je zelo verjetno, da bomo v bližnji prihodnosti vedeli 
več o molekularnem ozadju tega fenotipa. Z uporabo dosedanjega znanja se bodo poleg kliničnih 
aplikacij, razvili tudi novi in vitro modeli za MAS, napredovalo pa bo poznavanje osrednjega 
živčevja in vrednotenje MAS v celični nevrobiologiji. V povezavi s kandidatnim genom ANOS1, 
predstavlja kunec obetaven model za preučevanje molekularnih osnov za razvoj MAS. 
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